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論　　文　　の　　要　　旨
　糖鎖構造のタンパク質による特異的認識は，種々の生物学的現象のキー・ステップとなっており，その分子機
構の解明は，多くの生命現象の理解を促進するものと期待される。本研究では，このようなタンパク質として植
物レクチンの申でX線による立体構造や糖緒合活性の解析に関する蓄積のある小麦胚芽アクルチニン（WGA）
に着目した。WGAは，16個のS－S結合により高度に架橋された分子量17．ユkDaの同一サブユニット2個からな
るホモダイマー構造を有する代表的な穀類レクチンでありラ非還元末端にGlcNAcやNeuNAcを持つ2種の異な
る糖鎖に結合活性をもつ。WGAプロトマーは，43アミノ酸からなる球状のドメインが4つ連なった特異な構造
をもち，各々のドメインはN末端側からA，B，C，Dと命名されている。本研究では，まず酵母によるWGAの分
泌発現系を確立したのち，その糖鎖結合に関与するアミノ酸残墓の置換を行い，糖鎖認識における役割を解析し
た。
　WGAイソレクチン2（WGA2）遺伝子を既報のアミノ酸配列をもとに設計し，32本の合成DNAから構築し
た。植物（小麦）中でWGAは，C末端プロペプチド配列（CTペプチド）を持つ前駆体として生合成されるこ
とから，これを持つものと持たないものの2種のWGA遺伝子を作成し，多コピー型発現ベクターに導入して，
酵母で発現させた。酵母菌体として，蛋白質の輸送選別に欠損のある変異を有するKS58－2Dde1（ss11変異株）
を用いることにより，野生型株に比べて約20倍多量のWGA2を分泌させることが可能になった。また，CTペ
プチドを持つ場合の方が持たない場合より約ユ．5倍分泌量が多かった。さらに，S－S結合の形成を促進する酵母
由来のPD亙（Protein　Dis洲de　Iso鮒rase）遺伝子を多コピーで共存させたところ，3－4倍分泌量が改善されたこ
とから，分子あたり16個あるS－S結合の形成が，分泌発現の律速になっている可能性が示唆された。CTペプチ
ドをもつ前駆体WGA2遺伝子のみを導入したKS58－2Dde1株の培養上清からイオン交換カラムを用いて精製し
た組換え体WGA2の比活性は，実験誤差範囲内で天然のWGA2と一致した。N末端アミノ酸は天然のものと
同様，酵母でもピログルタミル化されていた。更に，ESI－MSによって分子量を調べたところ，組換え体WGA
2においてもCTペプチドが除去されていた。詳細に調べてみると，組換え体，標準WGA2とも，その切断位
置はヘテロであり，4ヵ所にわたっていたが，その主要切断位置は，植物（小麦）と酵母では異なり，組換え体
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の方がC末端側に2アミノ酸シフトしていた。
　WGAの各ドメインの相同な位置のアミノ酸残基は糖結合においてほぼ同じ役割を担うと考えられている。4
つのドメインの高い相同性にも拘わらず，GlcNAcはBとDの2つのドメインにしか結合しない。これらドメイ
ン間の比較から，糖水酸基と水素結合を形成する30位にあるTyrは，ドメインのG1cNAc結合能を決定している
重要なアミノ酸残基であろうと推測されていた。そこで，このTyrの糖結合活性における役割を調べるために，
G1cNAc結合能を持つBドメインの30位Tyrに相当するTyr73のPhe置換体を作成し，平行透析法によって
（G1cNAc）3に対する結合活性を調べた。しかし，蝉5．9では野生型と大きな差はなく，一見Tyr73と糖水酸基
との水素結合が糖鎖認識に重要ではないかのように見えた。そこで，X線結晶解析により立体構造を調べたとこ
ろ，全体の構造や置換した肺e73の位置は野生型と殆ど一致するにも拘わらずラ近傍のG1山5の位置が有意に変
化していた。さらに，G1泌のpKaに近いp馳．7では，野生型には見られない低糖濃度側での大きな活性の低下及
び糖結合部位間の正の相互作用が観察された。これらの結果から，アミノ酸置換（Tyζ→Phe）による水素結合
の欠落を近傍のG1山5が水素結合を代わりに形成することによって捕った結果，岬5．9では糖結合活性に大きな
変化が生じなかったのではないかと推測された。
　一方，AおよびCドメインヘのG1cNAcの結合は報告されていない。Cドメインについては，ドメイン30位が
TyrではなくPheであることがG1cNAcが結合しない原因ではないかと推測されていた。そこで，Phe116のTyr
への変換体を作成し，（G1cNAc）3に対する糖結合活性を調べた。しかし，アミノ酸置換による結晶構造上での
大きな変化が認められないにも拘わらず，予想に反して新たな糖結合部位の増加は観察されなかった。従って各
ドメイン30位のTyrが単独で糖結合活性を担っているのではないことが判明した。
審　　査　　の　　要　　旨
　細胞表層の糖鎖を特異的に認識して結合するレクチンは，細胞分化や生体防御などに重要な役割をしているが，
その糖鎖認識機構については不明の部分が多い。本論文は立体構造の知見がある植物レクチン，WGAに着目し，
酵母を宿主とする分泌発現系を確立したのち，その糖鎖認識に重要なアミノ酸残基の変異体タンパク質を分離精
製し，糖結合活性を測定比較するとともに，立体構造の知見を基に，その構造機能相関を解析したものである。
　本研究は，これまで明確でなかった芳香族アミノ酸残基（Tyr73）とその近傍に位置する酸性アミノ酸残基
（GM15）の糖鎖認識における役割を明らかにするとともに，これらを含む近傍残基聞における水素結合の形
成の有無が糖結合活性の蝉プロファイルに大きく影響することを明らかにした。WGAでアミノ酸残基変異体
の糖結合活性を解析した世界で最初の研究であり，植物レクチンの構造機能相関の解明にも大きなインパクトを
与えた独創的な研究である。
　　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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